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Pre-B cells adhere to fibronectin via
interactions of integrin α5/α v with RGDS as
well as of integrin α4 with two distinct V
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Pre－B cells adhere to fibronectin viainteractions ofintegrin　α5／αV With
RGDS as weL．as ofintegr．n　α4vvith two distinct V reglOn SequenCeS
atits different binding sites
（プレB細胞のフイブロ．ネクテンへの接着－フイブロネクテンのV regionに
おける異なった二つの配列とインテグリンα4との相互作用、及びRGDS
配列とインテグリンα5、αVとの相互作用－）
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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
フイブロネクチン等の細胞外基質及びVLAインテグリンは、それを介する接着によって細胞間の
情報伝達に重要な役割を演じている。本研究ではプレB細胞における抗フイブロネタチンインテグリ
ン（α4、α5、αV）の発現及び各インテグリンのリガンド特異性の分子機構について詳細な検討を
加えた。
［方　法］
細胞；腫瘍化プレB細胞株SPL2－1－2
細胞外基質；マウスフイブロネクチン（以下、FNと略す）
ペプチド；
FN細胞接着部位に相当する合成ペプチド：RGDS，LDVP，RGDV
コントロールペプチド：RGES，LDVP－S、及びN末にcysteinの付加されたペプチド：CyS－RGDS，
CyS－LDVP，CyS－RGDV
抗体；抗FNインテグリン抗体（抗α4Ab，抗α5Ab，抗αVAb）
ペプチド及びFNのプレートへのコーティング；
表面にアミノ基を有したプレートに、リンカーとしてSPDPl3－（2－pyridyldit71io）propionic acid N－
hydTOXySuCCinimide ester］をコーティングする。そのプレートをDTT（dithiothTeitol）及びDTT処理し分
子内S－S結合を開裂させたFN、BSA（ウシ血清アルブミン）をコーティングする
Binding assay；
トリチウムサイミジンでアイソトープ標識した細胞を、ペプチド及び抗体の存在あるいは非存在
下で、37℃30分間培養後、プレートを洗浄し、細胞接着率を求めた。
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細胞を各種抗FNインテグリン抗体でインキュベートした後、FITCを結合させた抗体で標識しフ
ローサイトメーターで解析した。
［結　果］
1）プレB細胞株は、フローサイトメトリーの解析により、FNインテグリンとしてα4、は5、はVを発
現していた。
2）Blockerとしてペプチドを用いたFN及びペプチドへの接着実験で、プレB細胞株はFNと、3つの細胞
接着部位（RGDS、LDVP、RGDV）を介し士いることがわかった。
3）ペプチドをコーティングしたプレートへのプレ甘細胞の結合は、各種抗インテグリン抗体の添加に
より、RGDSに対してはα5、αVが反応’し、LDVP、RGDVに対しては主にα4が反応した。
4）LDVP、RGDVコートにおけるLDVP、RGDVペプチドによる阻害実験では、LDVP、RGDVの両者
は相互阻害が認められなかった。
5）RGDS、RGDVコートにおけるRGDS、RGDVペプチドによる阻害実験では、RGDS、RGDVの両者
は相互阻害が認められなかった。
［考　察］
1）プレB細胞株上のα5及びαVは、FN上の1つの部位RGDS配列に向かい、α4はFN上の異なった2つ
部位LDVP配列およびRGDV配列へ向かうことが示された。また、FN－FNR系においては、RGDV配
列の関与がリンパ球系では、初めて明らかになった。
2）RGDS配列とRGDV配列はそのアミノ酸配列が近似しているが、相互阻害を認めないことより、各
々インテグリン特異性を示していることが明らかになった。
［結　論］
本研究で用いた腫瘍化プレB細胞は、FN分子上のRGDS配列とは細胞上のα5及びαVを介し、
LDVP配列及びRGDV配列とは主にα4を介して接着する。つまり、3つの抗FNインテグリンは、3つ
のFN上の細胞結合部位とリガンド特異性をもって接着することが明確となった。
学位論文審査の結果の要旨
骨髄や胸腺におけるリンパ球の発生と分化では細胞接着分子を介した細胞接着が重要な役割を演じ
るとされている。しかし、細胞接着反応の複雑さと適当なin vitro解析方法がないために、その機序
の解明は遅れている。本研究では、フイブロネクチン（FN）を介する細胞接着をin vitTOで解析する
実験系を樹立し、これを用V、てプレB細胞の接着を分子レベルで解析している。細胞接着アツセイの
為のマイクロプレートは、プラスチック表面に合成ペプチドあるいはPNを共有結合させて準備し、
このプレートに31l－thymidineで標識したプレ甘細胞を反応させ、細胞撰者とその阻害をアッセイした。
研究結果の概要は以下の通りである。
（1）プレ耳細胞はFNに強く接着するが、この接着はRGDS、LDVP、RGDV配列を有する合成ペプチド
三種の組み合わせで最も強く阻害された。このことから、プレも細胞とFNの接着は、FN上の少なく
とも三つの細胞接着部位を介していることが示された。
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（2）プレB細胞はRGDS、LDVP、RGDVいずれの合成ペプチドを結合させたプレートへも強く接着し、
このペプチド結合プレートへの接着は、結合させたペプチ下と同一ペプチドによってのみ阻害される
ことから、ペプチド特異的であることが示された。
（3）抗インテグリン抗体を用いたプレB細胞の接着阻害アツセイから、FN上のRGDS配列との接着はイ
ンテグリンα5及びαVを介するものであり、LDVP及びRGDV配列との接着はインテグリンLL4を介
するものであることが明らかとなった。
以上のように本研究は、細胞接着チッセイのための新しい方法を樹立し、これを用いてプレB細胞
のフイブロネクチンとの接着を分子レベルで解明した点で重要であり、博士（医学）の学位の授与に
値すると認める。
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